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WSTEP

Jedna z najczesciej stosowanych we wspotczesnej biologii technik laboratoryjnych sa
hodowle komorkowe in vitro. Strategia ta oparta jest na inkubacji, wzglednie namnazaniu
komorek roslinnych i zwierzecych poza organizmem. Jedng z najwigkszych korzysci
ptynacych ze stosowania techniki hodowli komérkowych jest mozliwo$¢ $cistego
kontrolowania warunkow doswiadczalnych i stosunkowa tatwos¢ modyfikacji wlasciwosci
mikrosrodowiska komérek poprzez aplikacje substancji biologicznie czynnych (np.
hormondw, czynnikow wzrostowych, biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej itd.), celem
wszechstronnych analiz ich aktywnosci biologicznej.

Stosowanie hodowli komorek in vitro umozliwia prowadzenie catych cykli
doswiadczen przy uzyciu takiego samego materiatu biologicznego (Ryc. 1) oraz stwarza
warunki do poréwnywania wynikdw badan prowadzonych przez r6zne pracownie.

Rycina 1. Hodowle komorek linii melanoma M10 (z lewej) i B16 (z prawej) w
stadium gotowym do pasazu (czytaj dalej).

Spore znaczenie majg rowniez uwarunkowania ekonomiczne, gdyz eksperymenty
wykorzystujace komorki hodowane in vitro sg z reguty tansze od analogicznych doswiadczen
prowadzonych na zwierzetach doswiadczalnych. Nie oznacza to jednak, ze techniki in vitro w
petni zastapia techniki in vivo, gdyz nalezy pamigtac, ze komorki w hodowlach przebywaja w
warunkach dla nich sztucznych, a wiec ich reakcje na zadany bodziec réwniez moga by¢
»Sztuczne”, czyli ilosciowo i jakosciowo odbiegajace od tych potencjalnie obserwowanych w
warunkach in vivo. Ponadto w zaleznos$ci od pochodzenia, populacje komérek w hodowlach
moga mie¢ charakter mniej lub bardziej heterogenny, co réwniez moze mie¢ przetozenie na
wynik doswiadczenia i jego interpretacje. Oznacza to, ze analizy in vitro i in vivo maja
charakter wzajemnie dopeniajacy si¢ (komplementarny).

Z drugiej strony przy uzyciu technik in vitro mozna przeprowadza¢ bardzo wiele
doswiadczen z wykorzystaniem strategii trudnych technicznie lub niemozliwych do
wykonania in vivo, na przyktad analizy migracji pojedynczych komorek, okreslenie
zaleznosci wzrostu i roznicowania komérek od typu biatka macierzy miedzykomorkoweyj,
kwantyfikacje komunikacji miedzykomorkowej za posrednictwem ztgcz szczelinowych lub
oznaczenie fazy cyklu komorkowego, w ktorej nastapito zatrzymanie proliferacji komorek
pod wptywem danej substancji biologicznie aktywnej.

Hodowle komdrkowe - metodyka
W hodowlach in vitro przetrzymywa¢ mozna zardwno komorki aktywnie namnazajace

si¢ jak i komérki terminalnie zréznicowane, ktore zwykle zatracity zdolnos$¢ do proliferacji. O
ile w drugim przypadku metodyka hodowli sprowadza si¢ do izolacji specyficznej tkankowo i
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jednolitej fenotypowo populacji komorek i umiejetnej jej inkubacji in vitro, o tyle komorki
aktywnie namnazajace si¢, a wiec dysponujace potencjatem mitotycznym, mozna propagowac
in vitro, zapewniajac im warunki hodowli korzystne dla proliferacji. Dzi¢ki temu jestesmy w
stanie namnaza¢ materiat biologiczny potrzebny do doswiadczen, przy zachowaniu jego cech
fizjologicznych. W przypadku hodowli komérek dzielacych sig, a wigc aktywnych
mitotycznie, podstawowg czynnoscig umozliwiajacg namnozenie materiatu biologicznego
potrzebnego do doswiadczen jest tzw. PASAZ, czyli przeniesienie komorek z jednego
naczynia hodowlanego do jednego lub kilku nastepnych. Laczy si¢ to z redukcja liczby
komorek przypadajacej na pole powierzchni naczynia (np. komorki prawidtowe - hamowane
kontaktowo), lub obj¢tos¢ pozywki (np. komorki nowotworowe hodowane w zawiesinie).

CEL CWICZENIA

Celem proponowanego doswiadczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi
czynnosciami zwigzanymi z prowadzeniem hodowli komérkowych.

WYKONANIE CWICZENIA
1. Upewni¢ si¢ czy komory laminarne s3 przygotowane do pracy w warunkach jatowych.
2. Ustawi¢ mikroskopy kontrastowo-fazowe.

3. Zapozna¢ si¢ rozmieszczeniem sprzetu i odczynnikéw potrzebnych do wykonania pasazu
komorek (pipet, koncowek, pojemnikow na zlewki, pojemnikow na zuzyte koncowki,
spirytusu, naczyn hodowlanych, probowek, pozywek 1 innych roztworéw niezbednych do
pasazu).

4. Wykona¢ pasaz komoérek hodowanych w otrzymanym naczyniu:

a) oceni¢ gestos¢ komorek w hodowli pod mikroskopem odwroconym, jak rowniez
obserwujac ,,pod swiatto” dno naczynia hodowlanego,

b) z naczynia zla¢ ptyn hodowlany,

c) delikatnie zala¢ komorki ok. 1 ml roztworu PBS (objetos¢ ta jest zmienna i zalezy
od wielko$ci naczynia - ma wystarczy¢ by przykry¢ cata powierzchni¢ dna
naczynia), przeptukac je, po czym roztwor odciagnac,

d) komorki zala¢ ok. 1 ml roztworu 0.25% trypsyny (tak by przykry¢ dno naczynia)
I inkubowac¢ w obecnosci trypsyny od 20 sekund do 2 minut, kontrolujac (pod
swiatto” stopien odrywania si¢ komorek od podtoza, ewentualnie naczynie
wstrzgsng¢ celem przyspieszenia procesu).

Uwaga: czas trypsynizacji zalezy od aktywnosci trypsyny i typu oraz ,.kondycji”
komorek,

e¢) natychmiast po oderwaniu si¢ komorek od podtoza (obserwowanym ,,pod
swiatto” lub w mikroskopie odwroconym), komorki zawiesi¢ w objetosci pozywki
hodowlanej (MEM + 5% surowicy cielgcej + antybiotyki) rownej objetosci
wczesniej dodanej trypsyny; w ten sposob inaktywujemy trypsyne,
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f) uzyskang zawiesing przenies¢ pipeta do probowki 1 wirowac 5 min. przy 1000
obr./min,

g) po odwirowaniu nadsgcz zla¢, osad komorkowy zala¢ 1 ml $§wiezej pozywki, a
komorki doktadnie rozpipetowac,

h) oznaczy¢ gestos¢ zawiesiny komorek w komorze Biirkera (wedle schematu
uzgodnionego wczesniej w obregbie zespotow),

1) do naczynia hodowlanego odpipetowa¢ 4 ml pozywki hodowlanej, a nastgpnie
doda¢ zawiesing komoérek w objetosciach zawierajgcych 250 tys komoérek. Naczynia
zakreci¢, podpisac i przenies¢ do inkubatora.
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